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Fischer rats were experimentally infected with Trichinellaゅiralisand class田specific
antibody response against the infection was followed up until 32 weeks after infection by 
means of indirect ELISA， immunoelectron microscopy (IEM) ， and western blotting. By 
indirect ELISA， the titer of specific IgG against crude antigen of T. spiralis muscle larvae 
increased from 2 weeks after infection， and kept high levels up to 32 weeks， but the titer of 
specific IgM was very low through the infection course. On the other hand， the titer of 
specific IgG against excretion and secretion antigen of muscle larvae began to increase 
from 4 weeks onward， and specific IgM was detectable from 3 weeks onward. These results 
indicate that different kinetics of antibody response (both IgG and IgM) are induced by 
different antigens， which was also confirmed by the following two methods. One methodis 
immunoelectron microscopy using resin-embedded larvae as a substrate and infected sera 
as a staining antibody， which clearly revealed that there are two types of antigen: rapid 
responding antigens， and slow responding antigens. G class antibodies against the former 
including the cuticle inner layer， hypodermis， cord， hemolymph， intestinal gland cel gran-
ules， glycogen aggregates， discrete areas of genital primordial cel cytoplasm， and midgut 
occupying substance， were detectable from earlier phase of infection， while G class anti-
bodies against the latter including the cuticle surface， stichocyte granules， and esophagus 
occupying substance， were detectable from relatively lilte phase of infection. M. class 
antibodies against rapid responding antigens were undetectable or weak if any， but 
reactivity of M class antibody against slow responding antigens increased appreciably. The 
same tendency was observed by the other method， namely western blotting. The rapid 
responding antigens included ones from bands ofpI 4.4-4.7， 4.9-5.4 and 6.3-6.5; the slow 
responding antigens included ones from bands of pI 4.0 and 5.4. 
The present contribution established that muscle larvae of T. ゅiraliscontain two 
major types of antigens (rapid responding antigens and slow responding antigens) and the 
chronology of class-specific antibody response against each antigen is described， which will 
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be indispensable for analysing any Trichinella-related immune response， especially for 
application to immunodiagnostic method of the disease. 
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(1984')， 19852)) は，幼虫の排油分泌抗原 CES抗原.









specific antigen)でもあり (Mackenzieet al.， 197841， 
Philipp et al.， 19805)， 19816)， Jungery et al.， 19837)， 
Almond et al.， 19868))，これらの抗原を免疫診断用抗原
や防御免疫源として実用するには，さらに詳細な免疫応
答の解析が必要である.木研究では，間接ELISA (In-













(NACALAI TESQUE， INC. Kyoto， Japan)-O. 7 %塩








筋肉幼虫を PBS中に浮遊させ，超音波破砕器 (20 
kHz， UR司200P，TOMY SEIKO Co. Ltd. Tokyo， 
Japan)にて 4"Cで20分間破砕後， 4"Cで24時間撹持
した.さらに 4"Cにて 10，000rpmで20分間遠心し (KR
/180B， KUBOT A SEISAKUSYO Co・， Ltd， Tokyo， 
Japan)，上清をセロファンチューブ (Union Carbide 








Carbide Co.， USA)に入れ， 4"Cの蒸留水に対して 24時
旋毛虫感染の免疫学的研究 (653) 
間透析し，さらに，凍結乾燥したものを筋肉幼虫 ES抗原




























5. 間接 ELISACIndirect Enzyme linked Immuno-
Sorbent Assay) 
間接 ELISAは， 96穴マイクロタイタープレート
(Falcon 3915， Nippon Becton Dickinson Co勺Ltd.，
Tokyo， Japan)を用いおこなった.筋肉幼虫粗抗原およ






前および感染後 1週 2週， 3週 4週， 5週， 6週 7
週 8週， 10週， 12週〔各nニ8)，16週 (n=7)， 20
週， 24週， 32週(各n= 3)の各血清を 1%BSAを含
む PBSにて 1/500に希釈し，これを 100μIずつ加え， 37
'c， 60分間反応させた.最後に，ベ/レオキシダーゼ標識
抗ラ γ トIgGまたは IgM(Organon Teknika-Cappel， 
w巴stChester， USA)を 1%BSAを含む PBSにて 1/
200に希釈したものを 100μIずつ加え，3TC， 60分間反
応させた.以上，それぞれの反応段階の終わりに 0.02%
Tween 20を含む PBS(以下 0.02% Tween 20-PBS) 
で十分洗浄した.基質として， 。フェニレンジアミン
(o-phenyl巴n巴 diamine:OPD， Wako Pure Chemical 
Industries， Ltd.， Osaka， Japan)を， 0.2Mリン酸二ナ




は， 20'Cの暗所で 30分間おこなった. 100μlの3N H2 
SO，を加え，反応を停止させ，分光光度計(主波長 500nm，
副波長 610nm，MTPI2A， Corona Electric， Japan)に





Slot et al. (1985) 12)の方法にもとづいて金コロイドを
作製した.すなわち， 2 %塩化金 CHAuCl，・ 4H20;
NACALAI TESQUE， INC. Kyoto， Japan)溶液 1mlお
よび2回蒸留水 159mlを三角フラスコに入れ， 60'Cで撹






Tanaka et al. (1984) 13)の方法にもとづいてストレプ
トアピジン 金コロイド複合体を作製した.すなわち，
ストレプトアピジン (str・巴ptavidin，SIGMA， St. Louis， 
USA) O.lmgをプラスチックピーカー内で 5mM塩化ナ
トリウム (NaCI)溶液 0.1mlに溶解させ，次に O.lM炭
酸カリウム (K2CO，)溶液で pH6.4に調整した金コロイ
ド溶液 5mlを加え 1-2分撹持した.これに 5%ポリエ
チレングリコーノレ (NACALAITESQUE， INC. Kyoto， 
Japan，以下 PEG，分子量 20，000)0.15 mlを加え，スト
レプトアピジンー金コロイド混合液とした.0.05% PEG 
と0.02%アジ化ナトリウム (NaN3) を含む 5%グリセ
ローノレ溶液 2.5mlを0.45μmのフィノレター (Minisart 




2" HAuCI4 ・lmll la tri-sodium citrate-9ml 
double D. W.・159mlI I dIouble D. W. ・31ml
↓60.C 
Mix Boi I ing 
2~3min 
Fig. 1. Preparation of col1oidal gold. DW: distilled water 
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Fig. 2. Preparation of avidin】colloidalgold complex 
PEG :polyethylene glycol 
cαnplex 
し， 25，000rpm (55，000g)で 40Cにて 40分間遠心後，上 Japan)を用い 11，000rpmで室温にて 5分間遠心後，上
清約 6.5mlを除去し，残りの約 1mlを40Cで保存 1週 清を 1%BSAを含む PBSにてさらに 5倍に希釈して
間以内に使用した.免疫染色時には， 1% BSAを含む 使用した.
PBS (以下 1% BSA-PBS) にて 10倍希釈し，マイク 3 )免疫染色 (Fig.3) 




Sera (0.1.2.4.6.8.12.16.32 weeks) 
‘一圃1/2Karnovsky fixation 
‘---AI coho I dehydration 
‘---Embedding in LR White 
Ultrathin section 
Fig.3目 Procedur巴sof immuno-gold staining 
後. LR White (London Resin Company Ltd， UK)に
包捜し，ダイヤモンドナイフにて 80nmの超薄切片を作
製した. この切片に対し，感染前および感染後 1週 2
週， 4週 6週， 8週， 12週， 16週， 32週に採取したラ




ピオチン標識抗ラット IgM(Zymed Laboratories Inc目
California， USA)を1% BSA-PBS i.こて 1/200に希釈
したものを，室温で 30分間反応させた，上記と同様に洗
浄後，ストレプトアピジン 金コロイド複合体を室温で










む， 5%ポリアクリノレアミド平板ゲノレ (LKBAmpholine 
PAGplat巴sNo. 1804-101， LKB-Produkt巴rAB.， Brom 





PVDF (polyvinyliden difluoride)膜 (NIHONMIL-
LIPORE KOGYO K. K.， Yonezawa， ]apan)へのタン
パグの転写は，転写用緩衝液 (25mM Tris-192mM 
Glycin巴田20%methanol pH8.3)中で， 60 Vの定電圧で
4"Cにて 4時間おこなった.転写後の PVDF膜を短冊状
に切り，一本を Fマシーブリリアントブルー R






12. 16. 20. 24. 32 
‘-Ultrasonication in PBS ‘-Centr i fugat i on at 10. 000 rpm 
‘一 Dialysisagainst disti I led water ‘-Lyophi I ization 
1¥ 腕1
PBS soluble antigen l soelectric focusing ~ ¥¥¥¥帆l
PAG plate 
Fig目 4目 Proceduresof Western blotting 
PBS: phosphate buffered salin巴
PVDF: polyvinyliden difuruoride 
PAG: polyacrylamid巴
特異的吸着を防ぐため 3% BSAを含む PBS(以下3% 緩衝液 (pH 7.2) 10ml iこ溶解させ，使用直前に H，O，
BSA♂BS)で 3TCにて 1時間処理した後， 0.02% 10μlを加え活性化させたものを用いた.
Tween 20-PBS中で3回洗浄した，これに感染前および また，抗クチクラ表面抗体を 1次抗体として 2次抗
感染後 l週 2週 3週 4週 5週 6週 8週， 10 体にベノレオキシダーゼ標識抗ラット IgGを用い同様に
週， 12週， 16週， 20週， 24週， 32週のラヅト血清(nニ 3) ウエスタンプロッティングをおこなった.
を3%BSA-PBSにて 1/300に希釈したものを l次抗
体として，3TCにて 60分間反応させた.次に上記と同様
に0.02%Tween 20-PBSで洗浄した後， 3%BSA-PBS 
で 1/300希釈したベルオキシダーゼ標識抗ラット IgG





(diaminobenzidine tetrahydrochlorid巴， NACALAI 










染後 3週日 0.134:1:0.018，4週目 0.143:1:0.031，5週目
旋毛虫感染の免疫学的研究 (657) 
0.136士0.027，6週目 0.127土0.037， 7週日 0.125土




























0.039， 6週目 0.116士0.053，7週日 0.157:t0.043， 8 








週日 o. 004:t 0 . 006であり，感染前の吸光度 0.007土
0.010との聞に有意差は認められなかった.感染後3週
目には吸光度は 0.069士0.063と有意に上昇し，その後吸
光度は 4週自には 0.087土0.030， 5週目には 0.112:t
0.040， 6週自には 0.120士仏050，7週自には 0.097土



































































o 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 16 20 24 32 
weeks after infeclion 
Fig. 6. Kinetics of class-specific antibody excretory 
and s巴cr巴toryantigen of muscle larva巴 in
Fischer rats infected with T. sPiralis at zero 
time. (mean士SD.)
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0.044， 20週目には 0.052士0.037，24週目には 0.040土
























局在部位には，体腔液 (hemolymph，Plate. 3， 4)，腸腺
の頼粒Cintestinalgland cell granules， Plat巴.3)，中腸
内腔物 (midgutoccupying substanc巴;MOS)，生殖原
基の細胞質成分 (discretear巴asin genital primordial 
cell) ，グリコーゲン穎粒 (glycog巴naggregat巴s，Plate. 
3， 4)，角皮下層 (Plate.3)，側索および正中索 (cord)，
Fチクラ内層 (cuticleinner layer， Plate. 3)などがあ
り，これらの抗原局在部位に対する抗体反応は感染後 2
週目より出現した.その反応は，感染後4-6週固まで
Fig. 7. Schematic illustration of the structure 
of Trichnella sPiralis. 
非常に強いものであり，感染後 6-8週目より減弱し始 より出現した.クチグラ表面およびステイコサイトの
めるが，感染後 32週目においても尚十分に確認できるも α0， a1，では感染後 12週目に，ステイコサイトの a2頼
のであった (Plate.7). 粒では感染後 16週自に反応は最強になり，その後，減弱
一方，遅れて特異抗体の出現する抗原局在部位として， するものの感染後 32週自においても尚強い反応が認め
クチクラ表面 (cuticlesurface， Plate. 7)，食道内腔物 られた (Plate.7). 食道内腔物およびステイコサイトの
(esophagus occupying substanc巴;EOS)，ステイコサ y穎粒に対しては感染後 6週目から 32週目までほぼ同
イトの aO，a1， a2，βおよび y穎粒 (stichocyteaO， a1， 程度の反応が認められた.ステイコサイトの β穎粒に対
a2，βand y granules， Plate. 5， 6， 7)が認められる.!J する反応は感染後 32週目まで増強傾向を示したが，ステ
チクラ表面，食道内腔物，ステイコサイトの aO，a1， a2 ィコサイトの aO，α1，a2および γ頼粒に対する反応よ
および γ穎粒に対する反応は感染後 6週目より，また， りも弱かった.
ステイコサイトの β穎粒に対する反応は感染後 8週目 2)筋肉幼虫各抗原局在部位に対する感染ラット IgM
旋毛虫感染の免疫学的研究 (659) 
Table A summary of th巴 chronologyof class-specific antibody response in Fisch町 ratsinfected with T. 
ψiralis at 0 week. Immunostaining intensity is rat巴das strongly positive( +十)， positive(十)， 
negative( -) ， predominatly positive but sometimes negativ巴(十/ー)， pr巴dominantlynegative but 
sometimes positive(ー/+)
Localization of Ig Weeks after infection 
antigenic suhstances I class I 0 w 1 w 2 w 4 w 6 w 8 w 12 w 16 w 32 w 
Hemolymph 
G 一件十+ + + +十十
l … I 一 一一 一 一 一 一 一 一
Intestinal gland cel G 件十+十十十十十
granules M 一一一一一一 一
G 十 +十+十十+
M I - -/十サ十十寸/ー/+ー/+MOS 
Discrete areas in G ←*十十十十+十
genital primordial cel M + +/- +/- -/十
G I - 十 件廿+ +十十
Glycogen aggregates I M Iー 十/ー十/ー/十/十/+ -/ート
G 十十件+十十十
M I 一 一/十一/十/+ -/ート一 一 一
Hypodermis 
G I ー 十十+十一/+ -/十/十
M I - -/十/+ -/+ -/+ーCord 
G ー朴十+ +十+十
inner layer I 
I M I ー/ 十/十/+ -/+ 
Cuticle 
surfac巴
G I 一 一/+ー/ +十十
M | 一 一一十十+十
EOS 
G + 十十十十
五i[ I 一 一*十十十件十十
G 十十 4十件廿
a 0，α1 I ~ I 





M I ト十十+十/- -/十
I G I 一 一 /+ー/十一/十+
βI  " I I M I 一一一一+十一/+





























れた (Fig.8， lane C) また，転写された抗原に対する
感染ラット IgG抗体の反応は感染後 2週目より確認で
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c 0 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12. 16 20 24 32 
weeks after infection 
Fig. 8. West巴rnblot analysis of chronology of IgG antibody r巴sponseagainst PBS soluble 
antigen of T spiralis in Fisch巴rrat aft巴rinfection. lan巴C: PBS soluble antigen of T 




感染後 2週目の血清では， pI4.4-4.7の聞に 3本，
pI4.9-5.4の聞に 3本， pI6.3-6.5の聞に 3本の計 9本
のバンドに強い反応が認められた.その他， pI 3.7， 3.8， 
3.9， 4.0および 4.1のバンドにも弱い反応が確認できた.
pI 4.4-4.7， 4.9-5.4， 6目3-6.5の各 3本，計 9本のパンド
における反応は感染後 4週目より減弱しはじめ，感染後
32週目では pI6.3-6.5の聞の 3本のパンドに対する反








する感染ラット IgM抗体反応の感染後の動態 CFig目 9)
等電点電気泳動後， PVDF膜に転写された筋肉幼虫抗
原に対する感染ラット IgM抗体の反応は感染後 3週目
に出現した.この時期には， pI 3.9， 4.0にそれぞれ l木お
















2)ウエスタンブ p ット法 CFig.10) 
抗クチクラ表面抗体を， PVDF膜に転写した筋肉幼虫








C 0 1 3 4 
weeks 
7 8 10 12 16 20 24 32 
infection 
Fig. 9. Western blot analysis of chronology of Ig恥fantibodoy r巴sponseagainst PBS soluble 
antigen of T. sPiralis in Fischer rat after inf巴ction.lane C : PBS soluble antigen of T. 
spiralis transfered to PVDF membrane w巴restained with coomassi巴brilliantblue R. 
Fig. 10. Western immunoblot analysis of PBS sol 
uble antigen of T. spiralis muscl巴 larva
recognized by immunoaffinity purified anti 



























Plate 1. Longitudinal section through the stichosome (S)， the int巴stinalgland (IG)， the genital 
primordium (G)， and the midgut (M). C目 cuticle
α0 α1 α2 
β1J  
Plat巴 2.Five types (au， al， a2，βand y) of stichocyte granules 
Plate 3. Immunostaining with IgG from 2 weeks postinfection目 Cuticl巴 (C)inner layer， hypodermis 
(Hy)， glycogen aggr巴gates(G)， hemolymph (He) and granules in int巴stinalgland cell (IG) 
are positive but cuticle surface and stichocyte al granules (al) are negative. M: myofibril 
旋毛虫感染の免疫学的研究 (663) 
Plate 4. Immunostaining with IgG from 4 we巴kspostinfection. Hemolymph (He) and glycogen 
aggregates C G) are positive but stichocyteβgranules (β) and esophagus occupying sub-
stance (E) are negative. 
Plate 5. Immunostaining with IgG from 6 weeks postinfection. Hemolymph (He) and stichocyte al 
granules (a1) are positive but stichocyteβgranules (β) are negative. 
Plate 6. lmmunostaining with IgG from 6 weeks postinf巴ction.Stichocyte a2 (a2) and γgranules 
( y) are posi ti ve. 
Plate 7. Immunostaining with IgG from 32 weeks postinfection. Cuticle (C) surface， stichocyte a 1 
granules (a 1) are stil positive， but staining on cuticle inner layer， hypodermis CHy)， 
hemolymph (He) and glycogen aggregates (G) ar巴gettingw巴aker. Stichocyt巴βgranules
(β) ar巴 weaklypositive. M: myofibril. 
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Plate 8. lmmunostaining with IgM from 4 weeks postinfection目 Esophagusoccupying substance (E) 
and stichocyte a2 granules (a2) are positive but h巴molymph(He) is negative 
Plate 9. Immunostainig with IgM from 6 weeks post infection. Cuticl巴 (C) surface and stichocyt巴
a1 granul巴s(a 1) are positive， and hypodermis (Hy) and stichocyt巴 βgranules(β) are 
weakly positiv巴. But glycogen aggregates (G) and hemolymph (He) are negativ巴 M:
myofibril， N : nucleus 
Plat巴 10.Immunostaining with IgM from 32 weeks postinfection. Esophagus occupying substance 
(E) and stichocyt巴 a1 granules (α1) are stil positi v巴 H巴molymph(H巴) and glycogen 
aggregates (G) are negative 
旋毛虫感染の免疫学的研究 (665) 
Plate 1l. Immunostaining with anti cutic1e surface antibody. Cutic1e (C) surface and stichocyte a2 
granul巴s(α2) are positive. M: myofibril， He: hemolymph， G : glycogen aggregates. 
Plate 12. lmmunostaining with anti cutic1e surface antibody. Stichocyte a1 granules (al) and 
esophagus occupying substance (E) are positiveβstichocyt巴 βgranules，He 
hemolymph， G: glycogen aggregates 
Plate 13目 Immunostainingwith control normal sera. No effective staining was observed. C: cutic1e， 
Hy : hypodermis， M : myofibril， G: glycog巴naggregates， H巴:hemolymph， a 1目 stichocyt巴
a 1 granules，β: stichocyt巴βgranul巴s.

























ではpI4.4-4.7，4.9-.5.4; 6.3-6.5の各問 3本計 9本の
パンドが含まれ，後者の抗原には，免疫電顕法ではクチ
グラ表面，食道内腔物，ステイコサイトの各穎粒が， ウ










ES抗原 (Gambleet al.， 198317)， Gamble and Graham， 
198418)， Arriaga et al.， 1989)19)，ステイコサイト穎粒由
来の抗原 CS巴awrightet al.， 1983)20)およびクチグラ表



















































虫筋肉幼虫各抗原に対する特異抗体の感染経過による推 宿主寄生虫相互関係が詳細に検討できる.たとえば， Sil 
移を IgGおよび IgMについて検索した結果は，旋毛虫 berstein and Despommier (1984)1)および Gambl巴
症の免疫診断をより確実なものにするための重要な資料 (1985)叫はアフィニティークロマトグラフィーにて精製
となった.しかし，これらの結果を実用化するには，有 した ES抗原が，また， Grencis et al. (1986)田)は界面活








る抗原物質の等電点を同定した.その結果， pI 4.0および 食道を通じ，虫体外に分泌され， ES抗原の主要成分とし
5.4のバンドに強い反応が認められ，これらのパンドに て放出されること (Despommieret al. 1974)24¥ f7チ
グチクラ表面抗原が存在することが確認された.さらに， クラ表面抗原とステイコサイト穎粒抗原が抗原性を共有
ウエスタ γプロット法にて等電点で分けられた筋肉幼虫 すること (McLarenet al.， 1987阿， Takahashi et al. 
各抗原に対する特異抗体の感染経過による推移を検索し 1990)2ベ筋肉内に被嚢した幼虫より放出される抗原によ
た結呆，抗クチグラ表面抗体の強く反応した2本のパン り，宿主が長期にわたり免疫刺激を受けること (Prit 
ドのうち， pI4.0のパンドに対する IgG抗体の反応は感 chard 1985)27)など断片的な事象が示されてきており，こ
染後 4週目より認められ，遅れて IgG特異抗体の出現す れらの事象は ES抗原やクチクラ表面およびステイコサ
る抗原に属し，免疫電顕法の結果と一致した.一方， pI イト頼粒に存在する抗原の代謝や機能を説明する基礎的
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